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論 文 題 目 
   FTY720 induces apoptosis of chronic myelogenous leukemia cells via dual 
activation of BIM and BID and overcomes various types of resistance to tyrosine kinase 
inhibitors. 
 
論文内容の要旨 
 慢性骨髄性白血病(CML)は染色体転座 t（9 ; 22）により生じた BCR-ABL1 融合遺伝子
を責任遺伝子とする血液悪性疾患の一つである．近年，Imatinib をはじめとする Tyrosine 
kinase inhibitors (TKIs) の登場により CML 患者の予後は劇的に改善されたが，一方でさ
まざまな機序（BCR-ABL1 遺伝子の変異や BCR-ABL1 に依存しない経路の獲得、BIM の
発現低下によるアポトーシス耐性，骨髄微小環境因子による薬剤耐性など）による TKI耐
性が問題となっている．TKI は pro-apoptotic mediator（アポトーシス前駆タンパク）で
ある BH3-only protein の 1 つ BIM を誘導することで CML 細胞にアポトーシス死を起こ
すことを過去に我々は見出したが，BIM 以外の BH3-only protein をも誘導する薬剤であれ
ば，TKI 耐性を克服できるのではないかと考えた． 
Protein phosphatase 2A (PP2A)はセリン・スレオニンホスファターゼの一種で，細胞周
期の進行や DNA 修復を抑制的に制御している．乳癌や肺癌，大腸癌など複数の癌腫で遺伝
子変異等によりその働きが抑制されていることが知られており，癌抑制因子としての働き
が注目されている．CML に関しても，PP2A の活性低下が病勢進行に関与するほか，
PP2A-activator である FTY720 (Fingolimod)が CML を含む血液悪性疾患に対しアポトー
シス誘導を介して抗腫瘍効果を示すと vitro及び preclinical modelにて報告されているが，
その詳細な作用機序は不明である．そこで，今回我々は，FTY720 の CML 細胞に対するア
ポトーシス誘導の機序を明らかにするとともに，TKI 耐性克服の可能性について検討した. 
 まず始めに，FTY720 が濃度依存的に種々の CML 細胞にアポトーシス死を誘導すること
を，Caspase family の誘導や AnnexinV と PI の二重染色で証明した．また，その際 BIM
だけでなく BID (BIM と同様に BH3-only protein の 1 つで，外因系アポトーシス経路と内
因系とをつなぐ働きを持つ)が誘導されていることが分かった．CML 細胞株 K562 及びその
亜株を用いて FTY720 と Imatinib による細胞死アッセイを行ったところ，shRNA の遺伝
子導入によって BIM および BID の発現を減弱した (knockdown) 株、Bcl-2 強発現によっ
て 内 因 系 ア ポ ト ー シ ス 経 路 を 阻 害 し た 細 胞 株 、 FADD (death-receptor) の
dominant-negative protein を遺伝子導入し外因系アポトーシス経路を阻害した細胞株で
FTY720 のアポトーシス誘導が阻害されることを示し，これにより FTY720 は BIM，BID
両者を誘導することによって CML 細胞の内因系および外因系アポトーシス経路をどちら
も活性化することが証明された．また，BIM，BID それぞれの knockdown 株と両者とも
に発現を落とした株に対する殺細胞効果が同等で，double knockdown による相加・相乗効
果を認めなかったことから，BIM，BID の誘導は補完的におこると考えた．対して Imatinib
は CML細胞に BIDの誘導を起こさず，BIDの knockdownや FADDの dominant-negative 
protein 導入によるアポトーシス阻害は見られなかった．すなわち，Imatinib では外因系
アポトーシス経路の活性は起こらないこと，BIM の誘導する内因系アポトーシス経路に依
存していることが示された． 
続いて，FTY720 がこの独自の作用機序により Imatinib 耐性株にもアポトーシス誘導を
起こすかどうか調べた．まず，FTY720 は BCR-ABL1 遺伝子に T315I という変異を伴いそ
のために Imatinib 耐性である細胞株（KBM5/T315I）に BIM 及び BID を介したアポトー
シス死を誘導し，親株 KBM5 と同様に殺細胞効果を示した．同じく，その他の遺伝子変異
を持つ Imatinib 耐性株（Ba/F3.G250E, Ba/F3.E255K, Ba/F3.T315I, Ba/F3.H396P）にも
効果を示し，FTY720 は ABL kinase domein 変異による TKI 耐性を克服することが示され
た．続いて，FTY720 は bim 遺伝子の deletion polymorphism（遺伝子多型）による BIM
活性低下によって TKI 耐性を獲得している細胞株（KCL22）に対しても他の CML 細胞株
と同様に効果を示した．更に，骨髄微小環境由来因子 Galectin-3 強発現株に対しては，
FTY720 単剤では親株に比べ殺細胞効果は弱かったが，Imatinib と併用することで親株と
同等以上の効果を示し，CML の骨髄微小環境因子による TKI 耐性を克服しうる可能性が
示唆された．また，FTY720 と BH3 の擬薬（アポトーシスを促す）である ABT-263 との
K562, KCL22 に対する併用効果を調べたところ，相加効果が示された． 
 
考察 
Imatinibを始めとする TKIは BCR-ABL1シグナルの下流で誘導される BIMを介して内
因系アポトーシス経路を活性化し細胞死をもたらすことを過去に我々は報告したが，
BCR-ABL1 への非依存化や ABL 変異の獲得，遺伝子多型による BIM 活性の低下，骨髄微
小環境（いわゆる白血病ニッチ）由来因子などによる TKI耐性が臨床上問題となっている． 
今回我々が注目した FTY720 は腫瘍抑制因子 PP2A の活性化により血液腫瘍を含む複数
の癌腫に対する抗腫瘍効果が報告されている薬剤であり，その分子学的な作用機序につい
て，主に BH3-only protein に注目して明らかにした．TKI と異なり，FTY720 は変異の有
無にかかわらず BCR-ABL1 を介して BIM を誘導し内因系経路を活性化するだけでなく，
death receptor を介する外因系経路において BID を活性化しアポトーシスを実行すること
も明らかとなった．複数の BH3-only protein を誘導できる点が本薬剤の抗腫瘍薬剤として
の大きなアドバンテージであり， TKI 耐性の克服を可能とする新たな治療戦略のひとつと
期待される． 
